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57  Resumen:
Método de activación química superficial de un
soporte sólido en base silicio mediante anclaje
covalente directo de al menos una biomolécula de
ácidos nucleicos.
La presente invención se refiere a un método de
activación química superficial por reacción tiol-eno
(TEC) o tiol-ino (WC) de un soporte sólido en base
silicio mediante anclaje covalente directo de al menos
una biomolécula que es una secuencia de
oligonucleótidos de ADN o ARN, donde a) la
superficie del soporte está funcionalizada con grupos
alqueno o alquino y la biomolécula presenta un grupo
tiol terminal, y/o b) la superficie del soporte está
funcionalizada con grupos tiol y la biomolécula
presenta un grupo alqueno o alquino terminal; dicho
método comprendiendo las etapas de: depositar la
secuencia de oligonucleótidos sobre la superficie del
soporte mediante técnicas de impresión con o sin
contacto; y anclar la secuencia de oligonucleótidos a
la superficie del soporte por adición radical mediante
reacción TEC o TYC provocada por fotoirradiación
con luz UV cercana al visible durante un intervalo de
tiempo comprendido entre 5 minutos y 3 horas, sin




Método de activación química superficial de un soporte sólido en base silicio mediante 
anclaje covalente directo de al menos una biomolécula de ácido nucleico 
 5 
Campo técnico de la invención 
La invención se enmarca en el sector técnico de la Química y la Biotecnología, centrándose 
en el empleo de reacciones de click chemistry (TEC –tiol-eno- y TYC –tiol-ino-) para 
inmovilizar de manera covalente y especialmente con localización espacial sondas de ácidos 
nucleicos sobre soportes en base silicio. También se centra en el  método  de modificación  10 
de las  sondas de ácidos  nucleicos  (ANs)  para permitir  dicho anclaje.   
 
Antecedentes de la invención 
Las tecnologías de microarray son una potente plataforma de ensayo con diversas 
aplicaciones de gran interés. Sus principales ventajas son su formato miniaturizado y su alta 15 
capacidad de trabajo que ofrece la posibilidad de realizar múltiples ensayos en paralelo y 
con una disposición espacial prefijada. 
 
En su sentido más simple, una matriz de ADN (o ARN) o sonda se define como una 
disposición ordenada de moléculas únicas de ácidos nucleicos (ANs) de secuencia conocida 20 
(P. Baldi, G.W. Hatfield: DNA Microarrays and Gene expression: Form Experiments to Data 
Analysis and Modeling, Cambridge University Press, Cambridge, 2011, pp 7-15). En el 
desarrollo de una química útil y fiable para la  producción de matrices de ADN con 
prestaciones competitivas,  son parámetros  críticos a considerar: la accesibilidad y la 
funcionalidad del ADN unido a la superficie, la densidad de inmovilización, la estabilidad de 25 
la matriz, la reproducibilidad de la química de fijación, y la especificidad de las secuencias 
de anclaje. El desarrollo de derivatizaciones químicas superficiales eficientes para la 
fabricación de micromatrices de ADN sobre soportes sólidos se ha convertido, por tanto en 
esencial para el desarrollo de la tecnología de chips de ADN. 
 30 
Como la mayoría de las superficies sólidas no poseen de manera original la estructura 
química necesaria para la adecuada inmovilización de moléculas de ADN, se han 
implementado diferentes metodologías de fijación. Los métodos típicos implican la 
generación de grupos funcionales activos en la superficie, que reaccionan covalentemente 
con la sonda de ADN, que a su vez ha sido modificada con el grupo funcional adecuado. En 35 
casi todas las ocasiones, es necesario emplear agentes de entrecruzamiento, conocidos 
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como crosslinkers, para lograr la unión entre el  grupo funcional  de la  sonda y el  de la  
superficie. Si nos centramos en soportes de base silicio (incluyendo vidrio, óxido de silicio, 
nitruro de silicio y silicio, entre los más importantes sin ser limitantes), la química de los 
organosilanos han sido la más ampliamente utilizada para la modificación superficial (D.K. 
Aswal, S. Lenfant, D. Guerin, J.V. Yakhami, D. Villaume, Anal. Chim. Acta 568 (2006) 84-5 
108; M. Stutzmann, J. A. Garrido, M. Eickhoff, M. S. Brandt, Phys. Status Solidi A 203 (2006) 
3424-3437; R.J. Hamers, Annu. Rev. Anal. Chem. 1 (2008) 707-736; J.N. Chazalviel, P. 
Allongue, A.C. Gouget-Laemmel, C. Henry de Villeneuve, A. Moraillon, F. Ozanam, Sci. Adv. 
Mater. 3 (2011) 332-353). 
 10 
Sin embargo, estos métodos no son capaces de realizar la inmovilización de sondas de ADN 
con selectividad espacial. Esto, actualmente, sólo se consigue de dos maneras: 
1) Por microimpresión de contacto (microcontact printing, µCP) o por nanolitografía 
de plumillas deslizantes (dip-pen nanolithography DPN). La técnica de µCP permite la 
inmovilización de biomoléculas en un solo paso de impresión sobre una gran superficie, 15 
siguiendo un patrón  (que se define por la forma que tiene el sello utilizado para la impresión 
y que generalmente está hecho de polidimetoxisiloxano (PDMS). Se alcanzan dimensiones 
de resolución por debajo de 1 µm y presenta la ventaja de la rapidez y la desventaja de 
imprimir un único tipo de biomoléculas por toda la superficie. La técnica de DPN tiene mucha 
más resolución (por debajo de 100 nm) pero es mucho más lenta, puesto que la impresión 20 
es secuencial. Por otro lado, al ser secuencial, presenta la ventaja de poder imprimir 
biomoléculas de diferente naturaleza sobre la misma superficie. 
2) Por irradiación a través de una fotomáscara. Los métodos de inmovilización de 
biomoléculas basados en luz son una aproximación flexible y alternativa a las anteriores 
para la fabricación de biochips. Permiten la inmovilización de distintos tipos de moléculas 25 
sobre la superficie y alcanzan una resolución en el patronaje de la superficie del orden de 
nanómetros (como ejemplo, los chips de ANs de Affimetrix (www.affymetrix.com) inmovilizan 
miles de sondas en soportes de 1 cm de lado). Sin embargo, los métodos desarrollados 
hasta el momento –generalmente basados en la síntesis en fase sólida, nucleótido a 
nucleótido, de las sondas- usan grupos protectores que se fotodesprotegen o bien grupos 30 
reactivos que se fotoactivan. Esto implica el uso de pasos adicionales de reacción para la 
protección/activación de dichos grupos. Además, en los casos en que la longitud de onda 
utilizada es menor de 300 nm, existe el riesgo de dañar irreversiblemente a la molécula 
responsable del bioreconocimiento en el bioensayo. Por tanto, el desarrollo de métodos de 
fotoinmovilización que impliquen un solo paso y que sean biocompatibles sigue siendo de 35 
gran interés para el desarrollo de nuevas vías de inmovilización. 




La reacción conocida como TEC (thiol-ene coupling) implica la unión de un grupo sulfhidrilo 
(o tiol) con un alqueno en presencia de fuentes de radicales o por irradiación con luz. Esta 
reacción ha demostrado ser un método de unión robusto con la gran mayoría de los 
atributos de las reacciones de click chemistry de acuerdo con la guía formulada por 5 
Sharpless y colaboradores en 2001 (H.C. Kolb, M.G. Finn, K.B. Sharpless, Angew. Chem. 
Int. Ed., 2001, 40, 2004-2021). Así, posee las características de ortogonalidad con otros 
procedimientos sintéticos comunes, condiciones de reacción muy suaves, uso de 
catalizadores y disolventes inocuos (en esta reacción el catalizador es la luz, y la reacción 
se lleva a cabo en agua), alta velocidad de reacción, insensibilidad a la presencia de 10 
oxígeno, regioselectividad completa, facilidad de manejo, y altos rendimientos. Es por tanto, 
entendible que haya encontrado numerosas aplicaciones (C.E. Hoyle, A.B. Lowe, C.N. 
Bowman, Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 1355; y A.B. Lowe, Polym. Chem. 2010, 1, 17-36) en 
campos como polímeros y síntesis de materiales para recubrimiento dental, lentes de 
contacto, adhesivos y procesos fotolitográficos, entre otros. 15 
 
También se encuentran descritas aplicaciones de la reacción TEC para bioconjugación (ver 
las tres referencias anteriores). Wittrock et al. (S. Wittrock, T. Becker, H. Kunz, Angew. 
Chem. Int. Ed., 2007, 46, 5226-5230) emplean la reacción TEC para unir un sacárido 
asociado a la formación de tumores a modo de antígeno con una proteína (BSA) 20 
transportadora y así desarrollar una vacuna antitumoral. Existen otros ejemplos de empleo 
de la reacción TEC para aplicaciones relacionadas con glicoconjugaciones que pueden 
encontrarse recopiladas en el artículo de revisión de Dondoni y Marra (A. Dondoni, A. Marra, 
Chem. Soc. Rev., 2012, 41, 573-586). Con respecto a las aplicaciones reportadas hasta el 
momento de la reacción TEC en la construcción de microarrays se encuentran únicamente 25 
los trabajos desarrollados por Waldmann y colaboradores (P. Jonkheijm, D. Weinrich, M. 
Köhn, H. Engelkamp, P.C.M. Christianene, J. Kuhlman, J.C. Maan, D. Nüssse, H. 
Schroeder, R. Wacker, R. Breinbauer, C. M. Niemeyer, H. Waldmann, Angew. Chem. Int. 
Ed., 2008, 47, 4421-4424; y D. Weinrich, M. Köhn, P. Jonkheijm, U. Westerlind, L. Dehmelt, 
H. Engelkamp, P. C. M. Christianene, J. Kuhlmann, J. C. Maan, D. Nüsse, H. Schröder, R. 30 
Wacker, E. Voges, R. Breinbauer, H. Kunz, C. M. Niemeyer, H. Waldmann, 
ChemBioChem.2010, 11, 235-247), y el de Gupta et al. (N. Gupta, B. F. Lin, L. M. Campos, 
M. D. Dimitrou, S. Hikita, N. D. Treat, M. V. Tirrel, D. O. Clegg, E. J. Kramer,  C. J. Hawker, 
Nature Chem., 2010, 2, 138-145). Los primeros usan superficies de óxido de silicio y de 
vidrio que son modificadas con grupos tiol o alqueno y que se emplean para unir un derivado 35 
alquenilado o tiolado de biotina dibujando un patrón determinado, para ello emplean la 
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irradiación a través de una fotomáscara. También describen el empleo de oligonucleótidos 
tiolados para el anclaje a las superficies modificadas pero a través de un dendrímero y no 
directamente a la superficie. En cualquier caso, los métodos empleados requieren de varios 
pasos y, en todos los casos, del empleo de algún crosslinker. Por otro lado, Gupta et al. (ver 
referencia anterior) describen la construcción de un microarray de alta capacidad de trabajo 5 
que usa la reacción TEC para unir diferentes proteínas y marcadores a la superficie de un 
hidrogel basado en polietilenglicol (PEG). En este caso no emplean una fotomáscara, sino 
que los reactivos son directamente impresos en una superficie. El método es especialmente 
interesante para proteínas donde la adsorción inespecífica es muy alta en superficies 
hidrofóbicas, sin embargo implica un gran número de pasos, no siendo tan apropiado para el 10 
anclaje de ácidos nucleicos, que presentan muchos menos problemas de adsorción 
inespecífica. Respecto a aplicaciones fuera del ámbito del microarraying, se encuentra el 
trabajo de Linford y colaboradores (N. Madaan, A. Terry, J. Harb, R. C. Davis, H. Schlaad, 
M. R. Linford, J. Phys. Chem. C, 2011, 115, 22931-22938) que usan la reacción TEC para 
anclar oligos tiolados sobre superficies de oro, que a su vez han sido modificadas también 15 
con grupos tiol usando para ello un polímero con múltiples alquenos a modo de crosslinker, 
en este trabajo no se demuestra la inmovilización selectiva a través de una fotomáscara y 
tampoco se demuestra la biodisponibilidad de los oligonucleótidos anclados a través de un 
ensayo de hibridación. 
 20 
Una reacción similar a la TEC, pero que sustituye el grupo alqueno por un triple enlace es la 
conocida como TYC (thiol-yne coupling chemistry), en ella se produce la adición radical de 
grupos tiol al grupo alquino, es una reacción menos conocida y explotada que la TEC, sin 
embargo se pueden encontrar ejemplos de su aplicación en ciencia de materiales y en 
bioconjugación (A. Massi, D. Nanni, Org. Biomol. Chem., 2012, 10, 3791-3807). Respecto a 25 
las aplicaciones que implican su utilización para modificar la superficie de soportes sólidos, 
se encuentran los trabajos de Patton (R. M. Hensarling, V. A. Doughty,  J. W. Chang, D. L. 
Patton, J. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 14673-14675) y colaboradores que la utilizan para 
modificar un polímero tipo peine con dos moléculas distintas, ambas conteniendo al menos 
un grupo tiol, mediante el uso de una fotomáscara. Sin embargo las moléculas ancladas no 30 
son bioreceptores que se puedan usar para realizar bioensayos. Por otro lado, Meziane et 
al. (D. Meziane, A. Barras, A. Kromka, J. Houdkova, R. Boukherroub, S. Szunerits, Anal. 
Chem., 2012, 84, 194-200) muy recientemente han descrito el uso de la reacción TYC para 
el anclaje de oligos tiolados sobre electrodos de diamante dopados con Boro, sin embargo 
requieren del uso de atmósfera inerte para llevar a cabo la reacción. Finalmente, Ravoo y 35 
colaboradores (C. Wendeln, S. Rinnen, C. Schulz, H. F. Arlinghaus, B. J. Ravoo, Langmuir, 
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2010, 26, 15966-15971) emplean las reacciones TEC y TYC para la reparación de 
microarrays de galactósidos por µCP. Sin embargo el anclaje de ácidos nucleicos tiolados 
no se describe, y además emplean para la reacción de anclaje un catalizador (α,α-dimetoxi- 
α- fenilacetofenona, de nombre comercial Irgacure 651®). 
 5 
En definitiva, lo poco que hay descrito sobre la utilización de las reacciones TEC y TYC para 
anclaje de ácidos nucleicos sobre soportes sólidos utiliza oligos con terminación tiol y 
además, en todos los casos es necesario al menos el uso de un crosslinker para llevar a 
cabo la unión a la superficie. 
 10 
Tal y como se ha comentado anteriormente, el empleo de la reacción de tipo TEC es uno de 
los métodos más atractivos para la funcionalización de distintas superficies mediante la 
adición de tioles a grupos alqueno. Sin embargo, el empleo de oligonucleótidos modificados 
con grupos alqueno (o grupos vinilo) en el extremo no es frecuente en la bibliografía. Así, lo 
único que se encuentra descrito sobre el uso de sondas de ácidos nucleicos con 15 
modificación de tipo vinílica es un trabajo de 2008 de Marquette  y colaboradores (K. A. 
Heyries, L. J. Blüm, C. A. Marquette, Chem. Matter., 2008, 20, 1251-1253) y que no usa la 
reacción TEC o TYC para el anclaje, sino que lo hace copolimerizar con los monómeros de 
lo que será el soporte sólido (PDMS). Además se puede encontrar un trabajo de Maeda y 
colaboradores de 1999 (Y. Ozaki, Y. Katayama, T. Ihara, M. Maeda, Anal. Sci. 1999, 15, 20 
389-392), en el cual oligonucleótidos de tipo vinilo fueron inmovilizados en una superficie de 
una manera similar al método que se emplea mediante el recubrimiento con poli-acrilamida. 
Finalmente, un trabajo descrito por Nagahama y colaboradores (C. Nagahama, K, C. Itou, 
US2009/0023601 A1) muestra el uso de oligonucleótidos vinílicos empleando como 
copolímeros dos tipos de acrilamidas (dimetilacrilamida y metilenebisacrilamida). 25 
Recientemente se encuentra también descrita la síntesis enzimática de ADN modificado con 
8-vinil-2’-deoxyguanosina para su uso como sonda fluorescente (B. Holzberger, J. 
Strohmeier, V. Siegmund, U. Diederichsen, A. Marx, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2012, 22, 
3136-3139). 
 30 
Frente a estos antecedentes, la aproximación que se quiere proteger presenta las siguientes 
ventajas: la reacción transcurre en disolventes acuosos y en presencia de oxígeno, ausencia 
de catalizadores (el catalizador de la reacción es luz de longitud de onda muy próxima al 
visible), inmovilización directa de las sondas de ANs sin necesidad de agentes de 
entrecruzamiento (crosslinkers), ausencia de adsorción inespecífica que evita el uso de 35 
agentes de bloqueo en la superficie y posibilidad de realizar patrones sobre la superficie 
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mediante el uso de una fotomáscara (esto es, permite el patterning de las superficies), 
siendo posible disponer las sondas de ADN o ARN de manera que permiten la hibridación 
específica (se discriminan SNPs) de las cadenas complementarias con alta sensibilidad, sin 
necesidad de usar agentes de bloqueo tras el paso de inmovilización.  
 5 
Descripción de la invención 
Un primer objeto de la presente invención está constituido por un método de activación 
química superficial por reacción tiol-eno (TEC) o tiol-ino (TYC) de un soporte sólido en base 
silicio, como son óxido de silicio, nitruro de silicio, silicio y vidrio, mediante anclaje covalente 
directo de al menos una biomolécula que es una secuencia de oligonucleótidos de ADN ó 10 
ARN, donde A) la superficie del soporte está funcionalizada con grupos alqueno o alquino y 
la secuencia de oligonucleótidos presenta un grupo tiol terminal, y/o B) la superficie del 
soporte está funcionalizada con grupos tiol y la secuencia de oligonucleótidos presenta un 
grupo alqueno o alquino terminal (preferentemente un grupo CH2=CH-CH2-(OCH2CH2)n-, 
donde n es=3); dicho método comprendiendo las etapas de: 15 
I) depositar la biomolécula sobre la superficie del soporte mediante técnicas de 
impresión con o sin contacto; y 
II) anclar la biomolécula a la superficie del soporte por adición radical mediante 
reacción del grupo alqueno (TEC) o alquino (TYC) con el grupo tiol provocada por 
fotoirradiación con luz ultravioleta de longitud de onda de 320 nm a 400 nm, más 20 
preferentemente en el intervalo de 350 nm a 375 nm y siendo en el caso más 
preferido de 365±30 nm, durante un intervalo de tiempo comprendido entre 5 
minutos y 3 horas, en ausencia de crosslinkers y catalizadores. 
 
El anclaje se produce en una única etapa, lo que supone una ventaja esencial frente al arte 25 
previo. De esta forma, se consigue la derivatización buscada con buen rendimiento, así 
como densidades altas de inmovilización de los oligonucleótidos en la superficie, 
comprendidas entre 3 y 6 pmol/cm2, y con elevada reproducibilidad entre chips (coeficiente 
de variación inferior al 15%). 
 30 
En el ámbito de la presente invención se entiende por grupo tiol al sustituyente –SH, por 
grupo alqueno al sustituyente de fórmula (-CH=CH2) y por grupo alquino al sustituyente de 
fórmula -CΞCH. Pueden ser grupos tiol, alqueno o alquino sustituidos, pero en general es 
preferible que sean grupos terminales al final de la cadena. Del mismo modo, se entiende 
por compuesto tiolado, compuesto alquenilado y compuesto alquinilado a un compuesto que 35 
comprende en su extremo el grupo tiol, el grupo alqueno o el grupo alquinilado, 
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respectivamente. De esta forma, también debe entenderse que la expresión “funcionalizado 
con un grupo tiol/alqueno/alquino”, o “presenta un grupo tiol/alqueno/alquino” no tiene por 
qué referirse a que el sustituyente en cuestión está unido directamente a la superficie del 
soporte o al extremo de la biomolécula, sino que lo hace por medio de un compuesto o 
grupo espaciador al que se encuentra unido, tal como se ilustra en la presente memoria.  5 
 
Cualquier experto en el campo puede conocer, de acuerdo con sus conocimientos medios 
en el campo y siguiendo las indicaciones aquí aportadas, qué espaciadores pueden 
emplearse para funcionalizar superficies de silicio mediante grupos tiol, alqueno o alquino, o 
para funcionalizar biomoléculas de ácido nucleico, con estos tres sustituyentes. No obstante, 10 
cabe destacar que cuando se trata de la superficie del soporte en base silicio, los 
espaciadores empleados con cualquiera de los tres sustituyentes objeto de interés son  
preferiblemente compuestos organosilanos que comprenden en su extremo una agrupación 
seleccionada entre tiol, alqueno o alquino, De manera más preferible aún, el compuesto 
organosilano es un compuesto de fórmula general: R2-Si(Y1)3, siendo: Y1=R1O-, R1- ó Cl-, 15 
siendo R1 una cadena hidrocarbonada de 1 a 4 carbonos; y R2 una cadena hidrocarbonada 
lineal o ramificada, de entre 1 y 20 átomos, opcionalmente sustituida con uno o varios 
sustituyentes (como por ejemplo grupos OH, fenilo,…) y que comprende entre 0 y 6 
heteroátomos, preferentemente N u O, y que contiene en su extremo uno de los siguientes 
grupos -SH; -CH=CH2; ó -CΞCH. Entre estos organosilanos, los más preferidos en el ámbito 20 
de la presente invención son los clorosilanos o alcoxisilanos. Más preferentemente todavía, 
los compuestos organosilanos empleados son seleccionados dentro del grupo compuesto 
por: 3-mercaptopropil trietoxisilano, alil trimetoxisilano, vinil trimetoxisilano y 3-
glicidoxipropiltrimetoxisilano con propargilamina.  
 25 
Cuando se trata de las biomoléculas, el espaciador que comprende en su extremo el grupo 
tiol, alqueno o alquino es preferentemente una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada de 
entre 1 y 20 átomos, opcionalmente sustituida con uno o varios sustituyentes (como por 
ejemplo grupos OH, fenilo…), y que comprende entre 0 (por ejemplo, las cadenas alifáticas) 
y 6 heteroátomos, preferentemente oxígeno. Estos heteroátomos pueden estar en cualquier 30 
posición de la cadena; de hecho, pueden estar intercalados en dicha cadena 
hidrocarbonada, como por ejemplo ocurre en el caso del polietilenglicol, uno de los casos 
preferidos que se comentan a continuación. Efectivamente, más preferentemente aún, los 
espaciadores son seleccionados entre un compuesto alquilo alifático de entre 1 y 20 
carbonos o un poliglicol, preferentemente polietilenglicol (PEG) de fórmula 35 
(CH2CH2O)n(CH2)m siendo n un numero entero entre 1 y 6 y m un número entero entre 1 y 3. 
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De manera más preferida aún, el compuesto tiolado es un compuesto de fórmula alquilo(C1-
C20)-SH ó (CH2CH2O)n(CH2)mSH; el compuesto alquenilado es un compuesto de fórmula 
alquilo(C1-C20)-CH=CH2 ó (CH2CH2O)n(CH2)mCH=CH2; y el compuesto alquinilado es un 
compuesto de fórmula alquilo(C1-C20)-CΞCH ó (CH2CH2O)n(CH2)mCΞCH; siendo n un 
numero entero entre 1 y 6 y m un número entero entre 1 y 3. En la realización más preferida, 5 
el compuesto alquenilado es un compuesto de fórmula -(CH2CH2O)nCH2CH=CH2 y más 
preferentemente n es 3. En otra realización preferida, el compuesto tiolado es alquilo(C1-
C20)-SH, siendo más preferentemente -(CH2)6-SH.  
 
En la Figura 1 se muestra un esquema del método de la invención utilizando la reacción 10 
TEC siguiendo cualquiera de las dos estrategias descritas (A y B). 
 
De la presente descripción se debe entender que un mismo soporte puede estar anclado a 
más de una secuencia de oligonucleótidos, y que éstas pueden ser secuencias tioladas o 
alqueniladas (o alquiniladas), dependiendo de si la superficie del soporte es alquenilada  (o 15 
alquinilada) o tiolada, respectivamente. Es decir, debe entenderse de la descripción anterior 
que cuando el soporte sobre el que se va a realizar el anclaje está funcionalizado con 
grupos alqueno y/o alquino, la secuencia de oligonucleótidos empleada es una secuencia 
modificada con grupo tiol (tiolada). De manera alternativa, cuando el soporte está 
funcionalizado con grupos tiol, la secuencia de oligonucleótidos es una secuencia 20 
alquenilada y/o alquinilada (modificada con grupos alqueno o alquino). No obstante, en una 
tercera alternativa de la invención, la superficie del soporte puede estar funcionalizada con 
grupos tiol y con grupos alqueno o alquino a la vez, por lo que el método de activación 
puede llevarse a cabo con secuencias de ambos tipos, alqueniladas o alquiniladas y 
tioladas, produciéndose un anclaje selectivo con los grupos tiol y alqueno o alquino del 25 
soporte, respectivamente. Esto no implica ninguna variación en el método de 
funcionalización superficial antes descrito. Esto es interesante para el objeto de la invención 
en la medida en que una parte de la superficie puede estar funcionalizada con uno de los 
grupos y otra parte por otros grupos diferentes, de tal forma que en la superficie puede 
anclarse ambos tipos de biomoléculas. 30 
 
El soporte en base silicio puede ser preferentemente y sin carácter limitante óxido de silicio, 
nitruro de silicio, silicio o vidrio. Puede presentarse también en forma de nanopartículas, 
aunque el sustrato en base silicio modificado puede ser en el mejor de los casos un chip, un 
microarray (biochip), resultando así el método definido en un biochip de ácidos nucleicos, y 35 
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que como se describe en esta memoria puede tener selectividad espacial mediante 
irradiación a través de una fotomáscara. 
 
En una realización preferida, el método descrito comprende una etapa previa a la deposición 
de la biomolécula en la superficie, donde dicha superficie del soporte se modifica o 5 
funcionaliza introduciendo los grupos alqueno o alquino y/o los grupos tiol mediante reacción 
de condensación con compuestos organosilanos, que actúan de espaciadores entre el grupo 
de funcionalización que se encuentra posicionado en su extremo y la superficie a 
funcionalizar, como se ha explicado anteriormente. Los compuestos organosilanos más 
preferidos son de fórmula general R2-Si(Y1)3, siendo: Y1=R1O-, R1-ó Cl-, siendo R1 una 10 
cadena hidrocarbonada de 1 a 4 carbonos; y R2 una cadena hidrocarbonada lineal o 
ramificada, de entre 1 y 20 átomos, opcionalmente sustituida con uno o varios sustituyentes 
(como por ejemplo grupos OH, fenilo,…) y que comprende entre 0 y 6 heteroátomos, 
preferentemente N u O, y que contiene en su extremo uno de los siguientes grupos -SH; -
CH=CH2; ó -CΞCH. Más preferentemente aún, los compuestos organosilanos de este tipo 15 
son seleccionados entre clorosilanos y alcoxisilanos, siendo los elegidos para esta 
funcionalización: 3-mercaptopropil trietoxisilano, alil trimetoxisilano, vinil trimetoxisilano y 3-
glicidoxipropiltrimetoxisilano con propargilamina. Dicha modificación de la superficie puede 
realizarse de manera preferida de acuerdo con las siguientes etapas (ver Figura 1): 
- someter el soporte de silicio a una atmósfera de argón en una disolución del 20 
compuesto organosilano a una concentración comprendida entre 0,5% y 5%, durante 
un tiempo comprendido entre 1 hora y 16 horas a una temperatura comprendida 
entre 20ºC y los 50ºC; 
-  lavar el soporte con un disolvente orgánico seleccionado dentro del grupo 
compuesto por: diclorometano, tolueno, hexano, ciclohexano, etanol, metanol e 25 
isporopanol, y  secar (por ejemplo, con aire comprimido); y 
- curar el soporte a 150ºC durante 30 minutos. 
 
En un caso más particular,  la modificación o funcionalización de la superficie se realiza del 
siguiente modo: 30 
- someter el soporte de silicio a una atmósfera de argón en una disolución 
seleccionada entre alil trimetoxisilano (2% en tolueno) cuando se desea funcionalizar 
la superficie con grupos alqueno, 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (2% en tolueno con 
propargilamina), cuando se desea funcionalizar con grupos alquino, y/o 3-
mercaptopropil trietoxisilano (2% en tolueno) cuando se desea funcionalizar la 35 
superficie con grupos tiol, durante 2 horas a temperatura ambiente; 
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-  lavar el soporte con un disolvente orgánico, preferentemente con 2-propanol y secar 
(por ejemplo, con aire comprimido); y 
- curar el soporte a 150ºC durante 30 minutos. 
 
De esta forma, se obtienen superficies funcionalizadas con grupos alqueno o alquino y/o 5 
grupos tiol. Es conveniente eliminar la materia orgánica del soporte de silicio antes de su 
funcionalización; preferentemente, esta acción se lleva a cabo tratando el soporte con 
disolución piraña (H2SO4:H2O2:3:1 v/v) durante 1 hora a 50ºC, lavando posteriormente el 
soporte con agua desionizada y secándolo con aire comprimido, aunque también pueden 
emplearse otros métodos conocidos en el campo (NaOH 1M, ácido nítrico…). 10 
 
Por otra parte, la secuencia de ADN/ARN es en el mejor de los casos una sonda de ácidos 
nucleicos de longitud comprendida entre 5 y 50 bases, preferentemente entre 15 y 25 que 
presenta un grupo alqueno o alquino, o un grupo tiol terminal. Cuando se indica posición 
terminal de la secuencia en la presente memoria, esta posición puede ser por ejemplo la 15 
posición 3’ o preferiblemente el extremo 5’.  
 
Como se ha dicho, de manera preferida, el grupo tiol, el grupo alqueno o el grupo alquino se 
encuentra unido a la biomolécula mediante un espaciador que es una cadena 
hidrocarbonada lineal o ramificada, de entre 1 y 20 átomos, opcionalmente sustituida con 20 
uno o varios sustituyentes (como por ejemplo grupos OH, fenilo…), y que comprende entre 0 
y 6 heteroátomos, preferentemente oxígeno, y que es más preferentemente seleccionado 
entre un compuesto alquilo alifático de entre 1 y 20 carbonos o un poliglicol, 
preferentemente polietilenglicol (PEG) de fórmula (CH2CH2O)n(CH2)m siendo n un numero 
entero entre 1 y 6 y m un número entero entre 1 y 3. De manera más preferida aún, el 25 
compuesto tiolado es un compuesto de fórmula alquilo(C1-C20)-SH ó (CH2CH2O)n(CH2)mSH; 
el compuesto alquenilado es un compuesto de fórmula alquilo(C1-C20)-CH=CH2 ó 
(CH2CH2O)n(CH2)mCH=CH2; y el compuesto alquinilado es un compuesto de fórmula 
alquilo(C1-C20)-CΞCH ó (CH2CH2O)n(CH2)mCΞCH; siendo n un numero entero entre 1 y 6 y 
m un número entero entre 1 y 3. 30 
 
En el ejemplo que se presenta como prueba de concepto se han escogido las siguientes 
secuencias como preferidas, sin ser limitantes de la invención: 
- PM: 5’-X- CCCGATTGACCAGCTAGCATT-3’;  
- MM1: 5’-X-CCCGATTGACCTGCTAGCATT-3’;  35 
- MM2: 5’-X- CCCGATTGATTAGCTAGCATT-3’ y  
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- MM3: 5’-X-CCATATTGACCAGCTATCATT-3’, 
donde X representa un compuesto seleccionado entre un compuesto tiolado (de tal forma 
que se emplea para las superficies modificadas con alqueno o alquino) y un compuesto 
alquenilado o alquinilado (de tal forma que se emplea en la invención para las superficies 
modificadas con grupos tiol) unidos al extremo 5’ a través de un enlace tipo fosfato. En los 5 
casos más preferidos, X representa un compuesto tiolado de fórmula alquilo(C1-C20)-SH ó 
(CH2CH2O)n(CH2)mSH; un compuesto alquenilado de fórmula alquilo(C1-C20)-CH=CH2 ó 
(CH2CH2O)n(CH2)mCH=CH2; o un compuesto alquinilado de fórmula alquilo(C1-C20)-CΞCH o 
(CH2CH2O)n(CH2)mCΞCH, estando unidos al extremo 5’ del ácido nucleico a través de un 
enlace tipo fosfato; y siendo n un numero entero entre 1 y 6 y m un número entero entre 1 y 10 
3. 
 
En la realización más preferida, el compuesto alquenilado es un compuesto de fórmula         
-(CH2CH2O)nCH2CH=CH2 y más preferentemente n es 3. En otra realización preferida, el 
compuesto tiolado es alquilo(C1-C20)-SH, siendo más preferentemente -(CH2)6-SH.  15 
 
Cuando la superficie del soporte está funcionalizada al menos con grupos tiol, la sonda de 
oligonucleótidos a anclar debe contener un grupo alqueno o alquino terminal, tal y como se 
han definido anteriormente. A diferencia de algunas sondas de oligonucleótidos modificadas 
con un grupo tiol terminal, las sondas de oligonucleótidos con esta terminación alqueno o 20 
alquino no se encuentran disponibles comercialmente por lo que  han de ser sintetizadas, lo 
que se planteó como uno de los retos fundamentales de la presente invención.  
 
Así, en una realización preferida de la invención cuando el soporte está funcionalizado con 
grupos tiol, se puede preparar la secuencia de oligonucleótidos con la terminación alqueno o 25 
alquino a partir del método del fosforamidito, de forma previa a la deposición de la etapa I).  
 
Así, en primer lugar se sintetiza el fosforamidito de fórmula general 2 conteniendo el alqueno 
o alquino deseado, partiendo de un alcohol 1 obtenido de fuentes comerciales o por los 
métodos habituales conocidos por un experto medio en la materia, tal y como se describe en 30 








Reactivos: DIPEA, NC(CH2)2OP(iPr2N)Cl, CH2Cl2, 0ºC —t.a, 1h 30min 
Esquema 1 
 
donde R3 es seleccionado entre alquilo(C1-C20)-CH=CH2, ó alquilo(C1-C20)-CHΞCH, siendo 5 
n=0-6. 
 
A continuación se funcionaliza la secuencia de oligonucleótidos de ADN/ARN  por reacción 
con el correspondiente fosforamidito 2, para introducir el compuesto alquenilado o 
alquinilado (por ejemplo CH2=CH-CH2-(OCH2CH2)n-, en uno de sus extremos, por ejemplo 10 
en el extremo 5’, mediante protocolo estándar para la adición de un nucleótido. Debe 
considerarse que ésta es la mejor manera de preparar la secuencia para su anclaje de 
acuerdo con el método de la invención. 
 
Esta misma metodología también podría aplicarse para la obtención de secuencias de 15 
oligonucleótidos funcionalizadas con un grupo tiol, siendo R3 en el alcohol 1 y en el 
correspondiente fosforamidito 2 igual a alquilo(C1-C20)-S(GP), eliminando posteriormente el 
grupo protector (GP), como por ejemplo pero sin limitarse, benzoilo, acetilo o -S-alquilo(C1-
C20)-(OCH2CH2)nOGP1, donde GP1 es preferentemente DMT, para obtener el tiol libre. 
 20 
De manera preferida, el depósito de la secuencia de ADN/ARN sobre el soporte mediante la 
impresión sin contacto en la etapa I) del método de la invención se lleva a cabo mediante un 
impresor de micromatrices automático de no contacto usando volúmenes reducidos.  
 
También de manera preferida, la luz empleada en la fotoirradiación para el anclaje de la 25 
secuencia en la etapa II) del método de la invención es luz ultravioleta cercana al visible con 
longitud de onda de 320 a 370 nm. En otro caso preferido, la longitud de onda es de 350 nm 
a 375 nm, y en el caso más preferido es de 365 nm; en este sentido, debe tenerse en cuenta 
que la longitud de onda óptima es 365 nm (monocromática), pero las lámparas no dan luz 
monocromática, de tal forma que siempre presentan un ancho de banda. Dependiendo de 30 
qué lámpara se use para irradiar, ésta emite en un intervalo (320-370 nm) u otro (350-375 
3 
3 
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nm), y cuanto más monocromática, más adecuada es la irradiación para el método de 
anclaje. De forma más genérica, se puede definir la longitud de onda óptima como 365 ± 30 
nm. 
 
Preferentemente, el tiempo de irradiación está comprendido entre 10 minutos y 2 horas, 5 
incluidos ambos límites.  
 
En el caso más preferido de la invención, el anclaje se realiza irradiando a través de una 
fotomáscara (photomasking), de tal forma que se consigue la selectividad/localización 
espacial de la secuencia de oligonucleótidos sobre la superficie del soporte de silicio, sin 10 
reactividad cruzada y manteniendo la biodisponibilidad de la secuencia. Esta máscara 
permite inducir la fotoinmovilización covalente y de forma selectiva del oligonucleótido 
funcionalizado sobre el soporte, es decir, un anclaje selectivo de la secuencia de manera 
simple, limpia y eficiente. En el ámbito de la presente invención, puede emplearse cualquier 
fotomáscara conocida, es decir, cualquier dispositivo que permite el paso de la luz de forma 15 
selectiva espacialmente. Puede ser por ejemplo una máscara de vidrio cromado, o un cubre 
de vidrio con papel de de aluminio agujereado, de tal manera que sólo deja pasar la luz por 
donde dicho papel de aluminio presenta huecos. De esta forma, se puede posteriormente 
aplicar el oligonucleótido diana de secuencia complementaria a la anclada a la superficie, 
dejándose hibridar a condiciones como las expuestas en los ejemplos. Para ello se deposita 20 
un volumen adecuado de disolución de sonda complementaria marcada (por ejemplo con un 
marcador fluorescente) en tampón de hibridación sobre el microarray y se extiende la 
disolución con ayuda de un cubreobjetos. Tras un tiempo de incubación a una temperatura 
comprendida entre 20 ºC y 37 ºC se retira el cubreobjetos, se lava el soporte y se lee el 
resultado (en un lector de fluorescencia si se trata de marcaje fluorescente). Este método 25 
permite la identificación de secuencias de nucleótidos de ADN a partir de las sondas 
ancladas en el soporte, como por ejemplo pueden ser secuencias de E. coli (ver ejemplo). 
 
Tras la irradiación, es conveniente lavar el producto (por ejemplo, con agua desionizada) y 
secar (por ejemplo al aire). 30 
 
Un segundo objeto de la presente invención lo constituye el soporte sólido en base silicio 
activado químicamente mediante anclaje covalente directo de al menos una biomolécula que 
es una secuencia de oligonucleótidos de ADN ó ARN, obtenible por el método anteriormente 
descrito en cualquiera de sus variantes. Estos soportes presentan como resultado 35 
densidades altas de inmovilización de los oligonucleótidos en la superficie, comprendidas 
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entre 3 y 6 pmol/cm2, con buena reproducibilidad (desviaciones estándar entre chips 
inferiores al 15%). El producto obtenido por este método es en realidad el primer soporte 
activado con biomoléculas, especialmente chip, que posee secuencias oligonucleótidas 
ancladas directamente al soporte alquenilado y/o tiolado sin intermediarios (crosslinkers, 
catalizadores) utilizando luz para activar la reacción. Aunque se han descrito soportes 5 
derivatizados con compuestos organosilanos, como son sobretodo microarrays usando 
crosslinkers, no se han datado hasta la fecha chips en los que oligonucleótidos y superficie 
del soporte estén unidos directamente sin intermediario. 
 
En un caso preferido, dicho soporte activado con biomoléculas es un microarray (biochip) de 10 
ácidos nucleicos, y más preferentemente es un microarray de ácidos nucleicos donde las 
sondas ancladas se localizan selectivamente en las zonas de la superficie donde se ha 
irradiado con luz. Esto implica asimismo el uso del soporte activado como biochip o 
microarray  para cualquier utilidad ya conocida para un biochip de ADN: medicina forense, 
detección de organismos genéticamente modificados, identificación de cepas de bacterias 15 
(como por ejemplo puede ser la discriminación de microorganismos patógenos como es E. 
coli), diagnóstico clínico, veterinaria, etc. 
 
Breve descripción de las Figuras 
Figura 1.  Representación esquemática de las estrategias basadas en la reacción TEC. 20 
Según la estrategia A se funcionaliza el soporte de silicio con un grupo alqueno y se 
ensambla un ácido nucleico con un grupo tiol. Según la estrategia B, se se funcionaliza el 
soporte de silicio con un grupo tiol y se ensambla un ácido nucleico con un grupo alqueno 
Figura 2.  Densidades de inmovilización obtenidas, de acuerdo al procedimiento descrito en 
el ejemplo 4, para las dos estrategias A y B de modificación y anclaje de oligonucleótidos 25 
objeto de protección. 
Figura 3. a) Ilustración esquemática del patterning en la superficie funcionalizada. 
Modificación de la superficie: etapa a) silanización; etapa b) aplicación del oligonucleótido 
marcado con Cy5; etapa c) irradiación a través de una fotomáscara; etapa d) eliminación de 
la fotomáscara. b) Imagen de fluorescencia obtenida después de la irradiación. 30 
Figura 4. Ensayos de discriminación de mismatches en SSC 1× con diferentes 
concentraciones de formamida (0%, 10% y 25%) para las dos estrategias A (gráfico 
superior) y B (gráfico inferior) planteadas en la presente invención y utilizando las 4 
secuencias de oligonecleótidos descritas en la memoria: PM (barra de color negro), MM1 
(barra de líneas diagonales), MM2 (barra de color blanco) y MM3 (barra de líneas 35 
verticales). 
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Figura 5. Discriminación de E. coli. mediante el soporte de base silicio activado de acuerdo 
con la presente invención. 
 
A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no 
pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los 5 
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y características de la invención se 
desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica de la invención. Los 
siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invención y no deben ser considerados en ningún 
caso como limitativos del alcance de la misma. 
 10 
Ejemplos  
Métodos e instrumentación 
La impresión de microarrays se llevó a cabo con un sistema de distribución sin contacto de 
bajo volumen de BioDot (Irvine, CA, EE.UU.), modelo AD1500. El sistema de ángulo de 
contacto OCA20 equipado con software de SCA20 era de Dataphysics Instruments GmbH 15 
(Filderstadt, Alemania). Las mediciones (n=5) se realizaron a temperatura ambiente usando 
10 μl de agua 18μΩ. La espectroscopía fotoelectrónica de Rayos X se realizó con un 
espectrofotómetro de Sage 150 Nano Surface Analysis GmbH (Berlin, Alemania). Para la 
irradiación a través de una fotomáscara se empleó el sistema de alineación automática 
EVG, modelo EVG620. Se detectó la señal de fluorescencia de los puntos del microarray y 20 
se cuantificó mediante un lector de fluorescencia de la superficie casero equipado con una 
cámara CCD de alta sensibilidad  Retiga EXi de QImaging Inc, (Burnaby, Canadá). Para el 
análisis de las imágenes registradas se usó el software de tratamiento de imágenes, 
GenePix Pr 4.0 de Molecular Devices, Inc. (Sunnyvale, CA, EE.UU.). 
 25 
Ejemplo 1. Modificación de la superficie de un sustrato de silicio susceptible de emplearse 
como soporte en el método objeto de la presente invención. 
Modificación con grupos alqueno (Estrategia A, figura 1) 
Los chips de silicio, fueron suministrados por el centro de tecnología nanofotónica (NTC) de 
la Universidad Politecnica de Valencia con una capa de óxido de silicio de 3 micras de 30 
grosor crecida sobre una oblea de silicio (100). Estos se trataron, en primer lugar, con 
disolución piraña (H2SO4:H2O2  3:1 v/v) durante 1 hora a 50 ºC para eliminar la materia 
orgánica. Seguidamente el chip se lavó con agua desionizada y se secó con aire 
comprimido. A continuación, con el fin de funcionalizar la superficie, el chip se introdujo bajo 
atmósfera de argón en 10 mL de una disolución de aliltrimetoxisilano (2% en tolueno) 35 
durante 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, el chip se lavó con 2-propanol y se 
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secó con aire comprimido. Finalmente, el chip se curó a 150 ºC durante 30 minutos, de 
modo  que se obtuvieron superficies funcionalizadas con grupos alqueno. Esta vía de 
derivatización de silicio resulta ser  altamente  eficaz  para  el  anclaje  de moléculas  
conteniendo  grupos tiol, tales  como oligonucleótidos tiolados. 
 5 
Modificación con grupos alquino (Estrategia A’, figura 1) 
Las obleas de Si se cortaron en trozos de 2 x 1 cm2 y se limpiaron solución Piranha (H2SO4: 
H2O2 al 30% 03:01 v/v) durante 1 h a 60 º C para eliminar los contaminantes orgánicos. Tras 
lavar con agua y secar, los chips fueron sumergidos en una solución de 3-glicidoxipropil 
trietoxisilano al 2% y propargilamina (10 mL) en tolueno durante 2 h a temperatura ambiente. 10 
Después de 2 h, se lavó varias veces con 2-propanol. A continuación, los chips se 
calentaron durante 10 min a 150ºC. Finalmente, las muestras se lavaron varias veces con 
diclorometano y después se secaron bajo una corriente de nitrógeno. 
 
Modificación con grupos tiol (Estrategia B, figura 1) 15 
Los chips de silicio se trataron  con disolución piraña (H2SO4:H2O2  3:1 v/v) durante 1 hora a 
50ºC. A continuación el chip se lavó con agua desionizada y se secó con aire comprimido. 
Seguidamente, el chip se introdujo bajo atmósfera de argón en 10 mL de una disolución de 
3-mercaptopropil trietoxisilano (2% en tolueno) durante 2 horas  a temperatura ambiente. 
Posteriormente  el  chip se  lavó  con 2-propanol  y se secó  con aire  comprimido. 20 
Finalmente, el chip se curó a 150 ºC durante 30 minutos. 
 
Para las tres estrategias las superficies se caracterizaron empleando distintas técnicas como 
ángulo de contacto, ATR-FTIR y XPS. El ángulo de contacto (WCA) después de la limpieza 
con solución Piranha estaba por debajo de 10º, lo que indica que la superficie hidroxilada del 25 
SiO2 era muy hidrófila. Tras la reacción con aliltrimetoxisilano, WCA aumentó a 74 º, de 
acuerdo con la presencia de una capa más hidrófoba en la superficie. Finalmente, después 
de la inmovilización de la sonda de ADN por irradiación UV, el valor de WCA disminuyó a 
51º. En el caso de la superficie tiolada de la estrategia B, un WCA de 58º se midió después 
de organosilanizacion, mientras que después de la unión sonda de ADN fue de 53º, 30 
resultado muy similar al valor obtenido para la estrategia de A. 
 
La evidencia del anclaje tiol-eno se obtuvo usando XPS y ATR-FTIR. A partir del análisis 
XPS, la silanización del chip de silicio resultó en una disminución en la señal de Si y un 
aumento en la señal de 1s C en comparación con el material de partida. La deconvolución 35 
del pico 1s C se utilizó para sondear los estados químicos de carbono en la superficie. Para 
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las superficies funcionalizadas con alqueno la señal de 1s C se pudo descomponer en tres 
componentes a 286,5, 285,3 y 284,9 eV, asignadas a C-O, C-C y C = C, respectivamente. El 
espectro de ATR-FTIR de la superficie con alqueno las bandas de tensión H-C-H de cadena 
alifática a 2932 y 2864 cm-1. Por otra parte, se observó también una banda a 3082 cm-1 
atribuible a la tensión H-C=C del alqueno terminal. Para la superficie tiolada, el pico 1s C en 5 
el XPS se puede deconvolucionar en tres componentes a 287, 286 y 285 eV, asignadas a C-
O, C-S y C-C, respectivamente. En el espectro de ATR-FTIR se observaron bandas 
correspondientes a las vibraciones de estiramiento características de HCH alifático (932 y 
2864 cm -1) y SH (2571 cm – 1). 
 10 
Ejemplo 2. Síntesis del fosforamidito 2 para modificar la secuencia de oligonucleótidos 
susceptible de emplearse en el método de la presente invención. 
A una solución de trietilenglicol alil éter (1) (150 mg; 0.640 mmol) obtenido según el 
procedimiento descrito en Chem. Eur. J., 2012, 52, 16689, en 2 mL de diclorometano 
anhidro, se adicionó lentamente la N,N- diisopropiletilamina (223 µL; 1.28 mmol) a 15 
temperatura ambiente. La disolución se enfrió a 0ºC y se adicionó gota a gota la -cianoetil-
N,N-diisopropilaminoclorofosfina (153 µL; 0.640 mmol). La disolución resultante se dejó en 
agitación 5 minutos a 0ºC y se permitió posteriormente que alcanzara  la  temperatura 
ambiente,  dejando  la  reacción en agitación  durante  una hora y media.  Seguidamente,  
se adicionaron 10 mL adicionales de diclorometano y se lavó la fase orgánica con una 20 
disolución 0.5M NaHCO3 (3 x 5 mL). La fase orgánica se secó sobre MgSO4  anhidro y el 
disolvente se eliminó a sequedad.  El crudo resultante correspondiente al 2-cianoetil-
(3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-en-1-il) diisopropilaminofosforamidito (2) se empleó sin 
ningún tipo de purificación adicional en la posterior etapa  de conjugación con los distintos 
oligonucleótidos. 25 
 
2-Cianoetil-(3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-en-1-il) diisopropilaminofosforamidito (2): 1H-RMN  
(400 MHz, CDCl3) :  5.87 (m, 1H), 5.20 (m, 2H), 4.00 (t, J = 7.1 Hz; 2H), 3.97 (t, J= 7.0 Hz; 
2H), 3.8 (m, 2H), 3.62 (m, 14H), 3.58 (m, 4H), 2.64 (m, 2H), 1.16 (d, J = 7.02 Hz; 6H), 1.14 
(d, J = 7.01 Hz; 6H). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : 134.7, 117.0, 72.2, 71.1, 70.5, 69.3, 62.6, 30 
58.4, 42.9, 24.6, 20.3. 31P-NMR (162 MHz, CDCl3) : 149.9. HRMS (ESI+): m/z calcd para 
C20H39N2O6P ([M+H]+) 435.2618 encontrada 435.2617. 
 
Ejemplo 3. Síntesis de una secuencia de oligonucleótidos modificados susceptible de 
emplearse en el método de la presente invención. 35 
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El ensamblaje de las sondas de ADN se hizo de la forma habitual en la síntesis de ácidos 
nucleicos. En el extremo 5’ se añadió el fosforamidito alqueno 2 siguiendo el protocolo 
estándar para la adición de un nucleótido por el método del fosforamidito que consta de las 
siguientes etapas: 1) eliminación del grupo protector dimetoxitritilo (DMT) del extremo 5’ con 
una solución al 3% de ácido tricloroacético en diclorometano, 2) acoplamiento del 5 
fosforamidito (0.1M) por activación con una solución 0.4M de 1H-tetrazol en acetonitrilo 
(Caruthers et al. Chemical synthesis of deoxyoligonucleotides by the phosphoramidite 
method. Methods in Enzymology 154, 287-313 (1987)). 3) Una vez que el fosforamidito 
alqueno (2) fue incorporado, se llevó a cabo la reacción de oxidación del P seguido de la 
desprotección de los grupos protectores de las nucleobases y del fosfito y 4) la liberación de 10 
los cuatro conjugados de los soportes sólidos mediante el tratamiento de una disolución de 
amoniaco (32%) a 55ºC durante toda la noche. Los soportes sólidos se filtraron y los 
oligonucleótidos modificados obtenidos (PM, MM1, MM2 y MM3 con X=alilo-(OCH2-CH2)3) 
se pasaron por una columna Sephadex (NAP-10). 
 15 
Los productos resultantes se analizaron por HPLC y el pico mayoritario obtenido se analizó 
por la técnica de MALDI-TOF. El análisis por HPLC se realizó en un equipo de HPLC Waters 
2998 equipado con un detector de diodos. Columna: XBridge OST C18 semipreparativa (10 
x 50 mm, 2.5 micras). Flujo: 3 mL/min. Solución A: 5% de acetonitrilo en acetato de 
trietilamonio 100 mM (pH 7.0). Solución B: 70% acetonitrilo en acetato de trietilamonio 100 20 
mM (pH 7.0). Gradiente lineal desde el 0% de B hasta el 30% de B durante 10 minutos. El 
tiempo de retención de los oligonucleótidos se detalla en la Tabla 1. 
 
El análisis del peso molecular mediante espectroscopia de masas se realizó en un equipo de 
MALDI-TOF Voyager-DE RP (Applied Biosystems) utilizando el detector en el modo negativo 25 
utilizando como matriz 2,4,6-trihidroxiacetofenona y citrato amónico como aditivo.    
En la Tabla 1 se muestran  los resultados de los espectros de MALDI-TOF de los 
oligonucleótidos modificados. 
 
Tabla 1. Caracterización de los oligonucleótidos modelo  modificados con grupo alilo 30 
terminal (PM, MM1, MM2 y MM3, respectivamente) 
Oligonucleótido modificado* Masa calculada Masa observada Tiempo de 
PM  7925 7920 6.1 min
MM1 7913 7917 6.9 min
MM2 7928 7927 7.0 min
MM3 7938 7939 6.8 min





Ejemplo 4. Inmovilización de secuencias de oligonucleótidos sobre el soporte de silicio de 
acuerdo con el método de la presente invención. 
Superficie con grupos alqueno (Estrategia A) 5 
Se  partió  de  la  superficie  funcionalizada  con grupos  alilo (ejemplo 1A),  y se  
depositaron distintas concentraciones, por impresión, de un oligonucleótido con grupo tiol 
terminal en el extremo 5’ ((CH2)6-SH), marcado con el fluoróforo Cy5 en el extremo 3’, y de 
secuencia de bases: CCCGATTGACCAGCTAGCATT adquirido de Aldrich Química (Madrid, 
España). La impresión se llevó a cabo con un impresor de bajo volumen y no contacto de 10 
Biodot (modelo AD1500, Irvine, CA, USA). A continuación, los chips se expusieron a luz UV 
entre 10 minutos y 2 horas utilizando una lámpara de mercurio  de baja presión (365 nm, 6.0 
mW/cm2, Jelight)  colocada  a una  distancia  aproximada  de 0,5 cm, para inducir la 
fotorreacción e inmovilización mediante la reacción TEC. Tras la exposición a la luz UV, los 
chips se lavaron con PBS-T, con agua desionizada y finalmente se secaron con aire. 15 
 
Superficie con grupos tiol (Estrategia B) 
Se  partió  de  la  superficie  funcionalizada  con grupos propanotiol (ejemplo 1B),  y se 
depositaron por impresión los oligonucleótidos sintetizados con grupos alqueno terminales 
(extremo 5´), de secuencia de bases PM y marcados con Cy5 en el extremo 3’. A 20 
continuación, se aplicó el mismo protocolo de trabajo que se describe en el párrafo anterior. 
 
Los análisis de dichas superficies se realizaron empleando técnicas de ángulo de contacto, 
ATR-FTIR, XPS y fluorescencia. La efectividad del anclaje se calculó en función de las 
intensidades de fluorescencia de las sondas impresas. Los resultados indican que se 25 
consigue la derivatización buscada con buen rendimiento en todos los casos (densidades de 
inmovilización desde 1.8 hasta 3.9 pmol·cm-2) Así, empleando las estrategias A y B basadas 
en la reacción TEC,  se han alcanzado densidades de inmovilización de 3 y 6 pmol/cm2, 
respectivamente (Figura 2). A su vez, los análisis mediante AFM de las superficies 
funcionalizadas muestran un buen grado de homogeneidad, con valores de rms (root-mean 30 
–square roughness) desde 2.10 hasta 2.70. 
 
Superficie con grupos alquino 
En las superficies que contenían grupos alquino, se depositaron, por microimpresión de no 
contacto, gotas una sonda tiolada y el microarray creado se expuso a luz UV a través de una 35 
ES 2 537 097 A1
 
21 
máscara durante 20 minutos para inducir la fotoinmovilización del oligonucleótido en zonas 
localizadas del chip. A continuación el chip se lavó con agua destilada y se secó. 
 
Mediante estas tres estrategias, fue posible la inmovilización covalente y de forma selectiva 
sobre los soportes (Figura 3). De este modo, se consiguió el anclaje selectivo de ANs de 5 
una manera simple, limpia y eficiente. 
 
Ejemplo 5. Demostración de la invención: obtención de soportes activados químicamente 
de acuerdo con el método de la presente invención, con empleo de fotomáscara, para 
hibridación de secuencias de nucleótidos de ADN, discriminación de mismatches y 10 
detección de Escherichia coli. 
En las superficies que contenían grupos alqueno y/o grupos tiol (es decir, sólo grupos 
alqueno, sólo grupos tiol o ambos grupos), se depositaron una sonda de oligonucleótidos 
tiolada marcada con Cy5 (estrategia A) y/o una sonda de oligonucleótidos con un grupo 
alqueno terminal marcada con Cy5 (estrategia B), y se expusieron a luz UV a través de una 15 
máscara para inducir la fotoinmovilización del oligonucleótido en zonas localizadas del chip. 
Tras la exposición, los chips se lavaron con PBS-T, con agua desionizada y finalmente se 
secaron con aire. 
 
Ensayos de hibridación 20 
En las superficies que contenían grupos alqueno terminal (estrategia A), se imprimió una 
sonda tiolada comercial de secuencia SH-(T)15-(CCCGATTGACCAGCTAGCATT) y a 
continuación se expuso  a luz UV para inducir la fotoinmovilización del oligonucleótido. Tras 
la exposición, los chips se lavaron con PBS-T, con agua desionizada y se secaron con aire. 
Seguidamente, se  aplicó el oligonucleótido diana de  secuencia complementaria 25 
(AATGCTAGCTGGTCAATCGGG) marcado  con Cy5, y se dejó hibridar en una cámara  
húmeda  a 37 °C durante 1 hora. A continuación, los chips se lavaron con PBS-T, con agua 
desionizada y finalmente se secaron con aire. 
 
Por otra  parte, para las  superficies funcionalizadas  con grupos tiol (estrategia  B), se  30 
imprimió la  sonda sintetizada con un espaciador con un grupo alqueno terminal en  la 
posición 5’, de  secuencia (TTGATTACAGCCGGTGTACGACCCT) y a continuación se 
expuso  a luz UV para inducir la fotoinmovilización de la sonda. Tras la exposición, los chips 
se lavaron con PBS-T, con agua desionizada y finalmente se secaron con aire.  
Seguidamente,  se  aplicó  el  oligonucleótido  diana  marcado  con Cy5 de  secuencia  35 
complementaria  Cy5- (AGGGTCACACCGGCTGTAATCAAA),  y se  dejó  hibridar  en  una  
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cámara  húmeda  a 37 °C durante  1 hora. Después, los chips se lavaron con PBS-T, con 
agua desionizada y se secaron con aire. 
 
En ambos casos, la fluorescencia resultante de la hibridación sonda/diana se midió con una 
cámara CCD. 5 
 
Ensayos de discriminación de mismatches 
La selectividad de las estrategias propuestas se evaluó a través de la hibridación con 
diferentes oligonucleótidos que consistían en una sonda perfectamente complementaria 
(PM) y tres sondas con mutaciones de 1 a 3 bases nitrogenadas (MM1, MM2 y MM3). 10 
 
Estrategia A: Para esta aproximación, se partió de una superficie funcionalizada con 
aliltrimetoxisilano y, se emplearon cuatro sondas de oligonucleótidos tiolados comerciales 
adquiridos de Sigma-Aldrich (Madrid, España) y de secuencias: SH-(T)15-(CCC GAT TGA 
CCA GCT AGC ATT) (PM), SH-(T)15-(CCC GAT TGA CCT GCT AGC ATT) (MM1), SH-15 
(T)15-(CCC GAT TGA TTA GCT AGC ATT) (MM2) and SH-(T)15- CCA TAT TGA CCA GCT 
ATC ATT) (MM3), que contienen ninguno, uno, dos y tres mismatches  en  la secuencia  
bases,  respectivamente.  Estas  sondas  se  inmovilizaron,  siguiendo  el  procedimiento  
descrito anteriormente, sobre un chip de silicio modificado con grupos alqueno. Tras lavar 
con agua desionizada y secar con aire, se  aplicó el oligonucleótido diana marcado  con Cy5 20 
(extremo  5’) de  secuencia (AATGCTAGCTGGTCAATCGGG) en tampón  SSC en 
diferentes condiciones y se dejó hibridar en una cámara húmeda  a 37 °C durante 1 hora. 
Tras lavar los chips con PBS-T, agua desionizada y secarlos con aire, se midió la 
fluorescencia en una cámara CCD. 
 25 
Estrategia  B: En este  caso,  se  emplearon  cuatro  oligonucleótidos  sintetizados  con un 
espaciador  que contiene  un  alqueno  terminal (CH2=CH-CH2-(OCH2CH2)3-)  de   
secuencias  (CCCGATTGACCAGCTAGCATT) (PM), (CCCGATTGACCTGCTAGCATT) 
(MM1),   (CCCGATTGATTAGCTAGCATT) (MM2)   y (CCATATTGACCAGCTATCATT) 
(MM3) que  contienen  ninguno,  uno, dos  y tres  mismatches  en  las  bases, 30 
respectivamente. Se inmovilizaron sobre el chip de silicio modificado 3-
mercaptopropiltrietoxisilano de acuerdo a lo descrito arriba. Tras lavar con agua desionizada 
y secar con aire, se aplicó el oligonucleótido diana marcado con Cy5 (extremo 5’) de 
secuencia (AGGGTCACACCGGCTGTAATCAAA) disuelto en tampón SSC en diferentes 
condiciones y se dejó hibridar en una cámara húmeda a 37 °C durante 1 hora. Tras lavar los 35 
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chips con PBS-T, agua desionizada y secarlos con aire, se midió la fluorescencia de los 
puntos donde se produjo hibridación. 
 
En ambos casos, bajo las condiciones de hibridación estudiadas (SSC 1× a 3×), y diferentes 
contenidos en formamida (de 0 a 25%)  permitió discriminar (Figura 4) la sonda 5 
complementaria (PM) de la sonda con una única mutación (MM1). Un aumento de la fuerza 
iónica del tampón de hibridación (SSC 3×) redujo la  eficiencia  discriminatoria;  mientras  
que una disminución  de la  fuerza  iónica  (SSC 0,1×) y del  contenido  en formamida 
permitió discriminar incluso una mutación de una sola base nitrogenada. 
 10 
Detección de Escherichia coli 
Los chips de  silicio se  funcionalizaron con aliltrimetoxisilano según  el procedimiento 
descrito anteriormente. A continuación, se imprimió una sonda de oligonucleótidos 
específica de E. coli y una sonda control no específica, ambas funcionalizadas con grupos 
tiol terminales –C6SH (extremo 5´), creando un microarray de 8×4 puntos, en el que se 15 
alternaron filas de  sonda específica (filas impares) con filas control (filas pares). A 
continuación, los chips se expusieron a luz UV para inducir la inmovilización de las sondas. 
Después, los chips se lavaron con PBS-T, con agua desionizada y finalmente se secaron  
con aire. Seguidamente, se depositaron 50 µL del producto de la PCR marcado con Cy5 en 
tampón de hibridación (SSC 1×) y se cubrió con un cubreobjetos de vidrio. El producto de la 20 
PCR de E. coli se calentó primero durante 5 minutos a 95 °C, seguido de un enfriamiento 
rápido durante 1 minuto en hielo. Tras incubar 1 h a 37 °C, los chips se lavaron con PBS-T, 
con agua desionizada y se secaron con aire. 
 
En las condiciones descritas, los puntos correspondientes a la sonda específica de E. coli 25 
mostraron una alta fluorescencia, mientras que en los correspondientes al control no se 
observó  ninguna señal. Así, la metodología desarrollada se pudo ensayar con éxito en la 
identificación de la bacteria E. coli y se detectaron  concentraciones de 50 ng/mL. (Figura 5). 
  




1. Un método de activación química superficial por reacción tiol-eno o tiol-ino de un soporte 
sólido en base silicio mediante anclaje covalente directo de al menos una biomolécula que 
es una secuencia de oligonucleótidos de ADN ó ARN, donde A) la superficie del soporte 
está funcionalizada con grupos alqueno o alquino y la secuencia de oligonucleótidos 5 
presenta un grupo tiol terminal, y/o B) la superficie del soporte está funcionalizada con 
grupos tiol y la secuencia de oligonucleótidos presenta un grupo alqueno o alquino terminal; 
dicho método comprendiendo las etapas de: 
I)  depositar la biomolécula sobre la superficie del soporte mediante técnicas de impresión 
con o sin contacto; y 10 
II) anclar la biomolécula a la superficie del soporte por adición radical mediante reacción 
del grupo alqueno o alquino con el grupo tiol provocada por fotoirradiación con luz 
ultravioleta de longitud de onda de 320 nm a 400 nm, durante un intervalo de tiempo 
comprendido entre 5 minutos y 3 horas, en ausencia de crosslinkers y catalizadores. 
 15 
2. El método según la reivindicación anterior, donde la superficie del soporte está 
funcionalizada simultáneamente con grupos tiol y con grupos alqueno o alquino, y la 
activación química se lleva a cabo empleando tanto secuencias de oligonucleótidos con un 
grupo tiol terminal como secuencias de oligonucleótidos con un grupo alqueno o alquino 
terminal. 20 
 
3. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el soporte en 
base silicio es seleccionado dentro del grupo compuesto por óxido de silicio, nitruro de 
silicio, silicio y vidrio. 
 25 
4. El método según la reivindicación anterior, donde el soporte en base silicio es un chip. 
 
5. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la superficie del 
soporte está funcionalizada mediante compuestos organosilanos que comprenden en su 
extremo una agrupación seleccionada entre tiol, alqueno o alquino.  30 
 
6. El método según la reivindicación anterior, donde el compuesto organosilano es 
seleccionado entre un clorosilano y un alcoxisilano. 
 
7. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende una 35 
etapa previa a la deposición de la biomolécula en la superficie del soporte en la que dicha 
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superficie se funcionaliza introduciendo los grupos alqueno o alquino y/o los grupos tiol 
mediante reacción de condensación con compuestos organosilanos, de fórmula general R2-
Si(Y1)3, siendo: Y1=R1O-, R1- ó Cl-, siendo R1 una cadena hidrocarbonada de 1 a 4 
carbonos; y R2 una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada, de entre 1 y 20 átomos, 
opcionalmente sustituida con uno o varios sustituyentes y que comprende entre 0 y 6 5 
heteroátomos, preferentemente N u O, y que contiene en su extremo uno de los siguientes 
grupos -SH; -CH=CH2; ó –CΞCH. 
 
8. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 6 ó 7, donde los compuestos 
organosilanos son seleccionados dentro del grupo compuesto por: 3-mercaptopropil 10 
trietoxisilano, alil trimetoxisilano, vinil trimetoxisilano y 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano con 
propargilamina. 
 
9. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la biomolécula 
es una sonda de ácidos nucleicos de longitud comprendida entre 5 y 50 bases. 15 
 
10. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la biomolécula 
presenta el grupo tiol o el grupo alqueno o alquino en el extremo 5’. 
 
11. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la biomolécula 20 
presenta el grupo tiol, el grupo alqueno o el grupo alquino en el extremo de un espaciador 
que es una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada de entre 1 y 20 átomos, 
opcionalmente sustituida con uno o varios sustituyentes, y que comprende entre 0 y 6 
heteroátomos, preferentemente oxígeno. 
 25 
12. El método según la reivindicación anterior, donde el espaciador es seleccionado entre un 
compuesto alquilo alifático de entre 1 y 20 carbonos o un poliglicol. 
 
13. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 11 ó 12, donde el grupo tiol y el 
espaciador forman un compuesto tiolado de fórmula alquilo(C1-C20)-SH ó 30 
(CH2CH2O)n(CH2)mSH; el grupo alqueno y el espaciador forman un compuesto alquenilado 
de fórmula alquilo(C1-C20)-CH=CH2 ó (CH2CH2O)n(CH2)mCH=CH2; y el grupo alquino y el 
espaciador forman un compuesto alquinilado de fórmula alquilo(C1-C20)-CΞCH ó 
(CH2CH2O)n(CH2)mCΞCH; siendo n un numero entero entre 1 y 6 y m un número entero 
entre 1 y 3. 35 
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14. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la biomolécula 
es seleccionada dentro del grupo compuesto por: 
- 5’-X- CCCGATTGACCAGCTAGCATT-3’;  
- 5’-X-CCCGATTGACCTGCTAGCATT-3’;  
- 5’-X- CCCGATTGATTAGCTAGCATT-3’ y  5 
- 5’-X-CCATATTGACCAGCTATCATT-3’, 
donde X representa un compuesto seleccionado dentro del grupo que consiste en: un 
compuesto tiolado de fórmula alquilo(C1-C20)-SH ó (CH2CH2O)n(CH2)mSH; un compuesto 
alquenilado de fórmula alquilo(C1-C20)-CH=CH2 ó (CH2CH2O)n(CH2)mCH=CH2; o un 
compuesto alquinilado de fórmula alquilo(C1-C20)-CΞCH o (CH2CH2O)n(CH2)mCΞCH, siendo 10 
n un numero entero entre 1 y 6 y m un número entero entre 1 y 3; y estando unidos al 
extremo 5’ del ácido nucleico a través de un enlace tipo fosfato. 
 
15. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, donde el compuesto 
alquenilado es -(CH2CH2O)nCH2CH=CH2, donde n=3, y el compuesto tiolado es -(CH2)6SH. 15 
 
16. El método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende 
preparar la biomolécula de forma previa a su deposición en la superficie del soporte, por 
derivatización química mediante el método del fosforamidito. 
 20 
17. El método según una de las reivindicaciones anteriores, donde la impresión sin contacto 
se lleva a cabo mediante un impresor de micromatrices automático de no contacto con 
volúmenes reducidos. 
 
18. El método según la reivindicación anterior, donde la longitud de onda de la luz 25 
ultravioleta es de 365 ± 30 nm. 
 
19. El método según una de las reivindicaciones anteriores, donde el tiempo de irradiación 
está comprendido entre 10 minutos y 2 horas, incluidos ambos límites.  
 30 
20. El método según una de las reivindicaciones anteriores, donde el anclaje se realiza 
irradiando a través de una fotomáscara que induce la fotoinmovilización covalente y de 
forma selectiva de la biomolécula funcionalizada sobre el soporte sin reactividad cruzada. 
 
21. Un soporte sólido en base silicio con superficie activada químicamente mediante anclaje 35 
covalente directo y sin agentes de entrecruzamiento de al menos una biomolécula que es 
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una secuencia de oligonucleótidos de ADN ó ARN, obtenible por el método descrito en 
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que presenta una densidad de inmovilización 
de los oligonucleótidos en su superficie comprendida entre 3 y 6 pmol/cm2 y un grado de 
reproducibilidad con coeficiente de variación entre soportes inferior al 15%. 
 5 
22. El soporte según la reivindicación anterior, donde dicho soporte es un biochip de ácidos 
nucleicos. 
 
23. El soporte según una cualquiera de las reivindicaciones 21 ó 22, donde dicho soporte es 
un biochip de ácidos nucleicos con selectividad espacial cuando la irradiación de anclaje de 10 
la biomolécula a la superficie del soporte se aplica a través de una fotomáscara. 
 
24. Uso del soporte descrito en una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, que 
comprende una de las siguientes aplicaciones: medicina forense, detección de organismos 
genéticamente modificados, identificación de cepas de bacterias, diagnóstico clínico y 15 
veterinaria. 
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